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SEKIZ HUCRELI FARE EMBRiYOLLARININ DONDURULMA
VE COZDURULMELERI

S. Cetin Kilicoglu

Freezing and thawing of eight-cell mouse embryos

Summary: In this study the effect of subzero temperatures on
8-cell mouse embryos was examined. Female mice, 8 weeks old, were
induced to superovulate by intraperitoneal injections of gonadotropic
hormones. 8-cell embryos were recovered from the oviduct and the an-
terior portion of the uterine horns at 68-72 hours after the injection of
human chononic gonadatrophin (HCG ). The mouse embryos were collec-
ted in Phosphate Buffer (PBI) and washed in several changes of PBI
to remove the debris. Before freezing Dimethyl sulfoxide (DMSO)
was added in six increments to samples consisted of 10-20 8-cell mouse
embryos, the final concentration of DMSO was 1.5 M. The samples were
equilibrated for 15 minutes at room temperature to ensure complete
permeation of the additive into embryos and after that embryos were
placed in each of several 10x100 nun Pyrex test tubes containing 0.2
ml. PBl at room temperature. Tubes cooled to —6°C and seeded with a
seeding forceps to induce ice formation, then slowly cooled (0.3 C | min.)
in 1.5 M DMSO to —33°C before direct transfer to liquid nitrogen.
For freezing embryos a mini-freezer unit type R202 [ 101R was used.

For thawing the tubes were placed straight into a water bath at
25-30°C and agitated.

To reduce osmotic shock embryos were recovered and washed in
three changes of PBI at room temperature. Mouse embryos were transfe-
red to drops of PBIl under paraffin oil. These embryos were then cultured
to assay viability at 37°C for 48 hours in 5 %, CO, in air. Survival was
assessed by the ability of the frozen-thawed 8-cell embryos to develope
into expanded blastocysts during culture. The highest levels of survival
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in vitro of slowly cooled and rapidly thawed (275-500 °C | min.) 8-cell
embryos were 15 % of 320 embryos. Out of 320 frozen and thawed
8-cell mouse embryos 240 embryos developed into blastocysts in culture
after storage at —196 °C for up to three days.

Ozet: Bu ¢alismada 8 hiicreli fare embryolarnun dondurulma,
—196 C derecede tutulma ve ¢ézdiiriilmeleri sonu yasama kaabiliyetleri
in vitro olarak incelenmistir. Bu amagla 8 hafralik disi farelere Pregnant
mare’s Serum Gonodotrophin (PMSG) 48 saat sonrada Human cho-
rionic Gonadotrophin ( HCG ) intra-peritoneal enjekte edilerek siiperovu-
lasyon saglandi. Hormonlarla uyarilan digiler erkeklerle giftlestirilme-
lerinden sonra gebeligin ikinci giinii sonunda cervical dislokasyonia 6l-
diiriilen farelerin oviduct ve uteruslarvun anterior dilimlerinden toplanan
embriyolar PBI icine alindilar. Dondurma oncesi alti agamada iginde
son konsantrasyonu 1.5 M Dimethyl sulfoxide (DMSO) olacak sekilde
DMSO karigtirdlan Grnekler katki maddesinin daha rahat etkilemesi
icin 15 dakika sireyle oda 1sisinda tutuldular. Daha sonra 10-20 adet
sekiz hiicreli embriyo bir test tiiptine 0.2 ml.PBl i¢ersinde konuldular.
Tipler ilk etapta —6 °C dereceye kadar sogutuldu ve bu derecede dzel
forceps kullanilarak icersinde buz kristalleri olusturulduktan sonra da
yavas yavas (0.3°C [ dak.) —33 C dereceye kadar donduruldular. —33
C derecedeki tiipler hemen sivi azota sokulup orada 3 giin siireyle tutul-
dular. Embriyolarin dondurulmalart R202 | 101R tipi bir mini dondurucu
ile gerceklestirilmistir. .

Coziilmenin saglanmast igin tipler sivi azottan ¢ikarildiktan hemen
sonra 25-30 C derecedeki su banyosuna sokulup calkalandilar.

Osmotik basinct azaltmak i¢in embriyolar oda isisinda PBIl de yi-
kandilar ve ufak petride parafinle kapli PBl in igine transfer edildiler.
Etiivde 37 C derecede %, 5 CO» li ortamda 48 saat korunan embriyolarin
gelismeleri izlendi. Sekiz hiicreli 320 embriyonun dondurulup, 3 giin
—196 C derecede tutulmalar: ve sonra ¢ozdiiriilmeleri sonu 240 tanesi
kiiltiirde blastosiist asamasina gelmigtir,

Giris

1949 yilinda Polge, ve ark’in (11) glyceroliin spermatozoa igin
soguktan koruyucu olarak etki yaptigini1 saptamalarindan sonra siit
ve et veriminde artislar olmustur. Donmus spermatozoanin sun’i to-
humlamada kullanilmasiyla arzu edilen genetik yapiya sahip erkek
hayvanlarin kullanumi tim diinya yiizeyine yayilmistir.




396 S. CETIN KILICOGLU

Ancak genetik yonden siiper disilerin kullaum embriyolarinin
uygun bir sekilde toplanmip saghkli dagitimlari yapilamadigi igin gok
soniik kalmustir.

1950’lerde spermatozoanin basanli bir sekilde dondurulmas:
memeli ovumlarimin dondurulmas: igin yogun ¢aligmalara neden ol-
mus ancak basariya ulasilabilmesi igin ¢eyrek ylizyilin gegmesi gerek-
mistir,

ilk basarili haber Whittingham ve arkadaslarmin (21) fare embri-
yolarim dondurmalar1 sonu diinyaya duyurulmustur, aym sene igersin-
de Wilmut (28) bu konuda basarili ikinci aragstirict olmustur.

Whittingham ve arkadaslan (21) fare embriyolarini dondurmada
soguktan koruyucu olarak 1 M DMSO kullanmiglardir. Embriyolar
yavas yavas (0.3 — 2 C°/dak.) dondurmuslar, basarili sonuglarmn
alinabilmesi i¢in bu dondurma hizina —4 ile —60 C dereceler arasinda
dikkat edilmesi geregini vurgulamislar ve kullanma siiresi iginde de
yavas ¢oziilmesine (4-25 C°/ dak.) 6zen gostermislerdir. Fare embri-
yolar1 8 giin siireyle —196 C° ve —269 C derece sogukta tutulmuslar
ve bu siire sonunda yavas ¢oziilmeden sonra tasiyici farelere transfer
sonu bazi canh fare yavrular elde edilmistir.

Wilmut (28) ¢alismasinda embriyolar1 1.5 M DMSO de, yavas
dondurmaya (0.2 C°/dak.) calismis, yavas ¢oziilme hzi (12 C°/
dak.) ile de dondurulup ¢dzdiiriilmiis embriyolarin 9, 65’inin invitro
gelismege devam ettiklerini  bildirmistir.

Whittingham ve arkadaglan (21), Wilmut (28) fare embriyolarinin
canli kalabilmelerinin ¢6ziilmenin 4 C° ile 25 C°/dakika arasinda
yapilmasiyla miimkiin olabilecegini belirtmislerdir. Muyomoto-Ishi-
bashi (10) fare ve rat embriyolarini soguktan koruyucu 1.2 M ethylen
glycol kullanarak dondurmuslardir. Sekiz hiicreli fare embriyolarini
soguktan koruyucu ethylene glycolde — 5 C dereceye kadar 1 C°/ da-
kikada, bu derecede kristalizasyon olusturulduktan sonra 0.5 C°/
dakikada —79 C° ye, —79 C° den —120 C° ye kadar 0.3-0.5 C°/
dakikada dondurmuslar ve hemen sonra dogrudan sivi azota sokmus-
lardir. Embriyolarm 3 saat, 30 giin ve 180 giin siv1 azotta saklanma-
larindan sonra 15 C°/ dakikada ¢oziilmelerini saglamislardir. Embri-
yolarin sirastyla % 76, % 71 ve % 78 oraninda canh kaldiklarini sap-
tamiglardir.




e

SEKiZ HUCRELI FARE EMBRIYOLLARININ DONDURULMASI... 3%7

Whittingham (18) rat embriyolarinin dondurulmasinda (—196
C°) 1.5 M DMSO kullanmis, embriyolar1 0.6 C° —1.0 C°/ dakika
yavas dondurup 5 C°/dakika yavas ¢oziilmelerini saglamistir. Daha
sonra embriyolarn in vitro gelismelerini izleyen arastirici 8 hiicreli
embriyolarin tam gelismelerine karsin 4 hiicrelilerin in vitro gelisme-
digini 2 hiicrelilerin de ancak % 30’unun 4 hiicreli hale gegtiklerini
vurgulamustir.

Schneider ve arkadaslar1 (14) fare embriyolarmin DMSO ile
dondurulmalari sonu 4 ve 8 hiicreli embriyolarin swrasiyla 9, 97.5 ve
% 77.2 oraminda in vitro blastosiist agamasina kadar gelistiklerini,
kontrol olarak birakilan, dondurma islemi uygulanmayan diger grupta
bu gruba gore % 6.4 lik daha fazla gelismenin oldugunu gérmisler-
dir. '

Whittingham (17) iki asamada 1.5 M DMSO olusturulan PBI
vasatlarindaki blastosiistleri 5 dakika siireyle 0 C>’de tutmus, daha
sonra kristallesmenin olusturuldugu —4.5 C°’deki banyolara naklet-
mis ve ve blastosiistleri 0 C°> den — 80 C dereceye 0.40 & 0.07 C de-
rece / dakikada dondurmus ve hemen sonra sivi azota sokmustur.
— 196 C derecede 3 saat ile 31 giin arasinda tutulan blastosiistler ¢oz-
diiriilmeleri esnasinda — 110 C dereceden 0 C dereceye 4.25 4 0.24
C°/ dakikada getirilmiglerdir. Whittingham (17) degisik stireler sivi
azotta tutulan blastosiistlerin tasiyicilara transferlerinden hemen hemen
aym sonuglarin elde edildigini, siv1 azotta kalma siiresinin elde edilen
canh fare yavrusu sayisina olumsuz etki yapmadigini belirtmistir.

Maurer (7) memeli embriyolarinin viabilitelerini koruyabilmeleri
icin uygun ortamlarda saklanmalarinin geregini vurgulanus ve DMSO
veya glycerol gibi soguktan koruyucularin ortama kademeli olarak
ilavesi ve uzaklastirilmastyla, yavas dondurma (0.1 — 20 C°/ dakika)
ve yavas ¢ozillmeyle (1-50 C°/ dakika) bu hususun basarilabilecegini
belirtmistir.

Willadsen (23) ve Willadsen ve arkadaslari (25) koyun ve inek em-
briyolarinin dondurulmalarinda degisik bir yontem kullanmaglardir. Bu
amagcla 20 C° de Phosphate Buffer Saline (PBS) deki 1.5 M DMSO i
3 asamada (0.5 M 10 dak., 1.0 M 10 dak., 1.5 M 30-40 dak.) olustur-
muslardir. Dondurma islemi PBS + 1.5 M DMSO igindeki embriyolar
— 36 C° ye kadar 0.3 C°/dakikada — 6 C° de buz kristalleri olus-
turduktan sonra dondurmuslar ve daha sonra siv1 azota tiipleri naklet-
meden once — 36 C° — 60 C° arasinda da ortamin sist 0.1 C°/
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dakikada hizda disiirmuslerdir. Cozilmede ise tiplerdeki 7 giinliik
donmus inek morulae ve blastosiistlerini — 50 C° ye etanol banyosun-
da getirmisler, daha sonra — 50 C° den 4 C°/ dakikada — 10 C° ye
oradanda 20 C° deki su banyosuna transfer edip ¢6ziilmenin tamam-
lanmasin1 saglamislardir. PBS deki soguktan koruyucu 1.5 M DMSO
6 asamada (taze 1.5 M DMSO de 5 dakika, 1.25 M, 1.0 M, 0.75 M,
0.5 M ve 0.25 M DMSO de 10 ar dakika ve sonugta da sadece PBS)
uzaklagtinimastir,

Yine Willadsen (24) ve Willadsen ve ark. (26) sigir embriyolarin
hizli dondurma yoénteminde DMSO’i PBSa 3 asamada karistirmislar-
dir. Oda 1sisinda 0.5 M DMSO’de 10 dakika, 1.0 M DMSO’de 10
dakika, 1.5 M DMSO’de 30-50 dakika tutuktan sonra iginde embri-
yolar ve 1.5 M DMSO olan — 6 C veya— 7 C° ye | C°/dakikada in-
dirmis bu derecede kristalizasyonu yaptiktan sonra tiipler igindeki
embriyolart — 6 C°’den — 30 C°’ya 0.3 C°/ dakikada ve — 30 C*
den — 33 C°ye de 0.1 C°/dakikada dondurmuslardir. — 33 C° de
ampul dogrudan sivt azota sokulmustur. Cozilme igin ampuller sivi
azottan gikardir ¢cikarilmaz hemen 25 C°’lik su banyosuna yerlestiril-
mislerdir. DMSO’nun PBS den uzaklastuilmast 6 asamada (1.5 M
DMSO li PBS de 5-10 dakika, 1.25 M, 1.0 M, 0.75 M, 0.50 M, 0.25
M DMSO’de 10 ar dakika bekletildikten sonra PBS ye altnmistir) ger-
ceklestirilmistir.

Smorag ve ark. (15) toplam 1161 adet 8-16 hiicreli fare embriyo-
sunu ve 31 adet sifir morulae ve blastosiistiind sivt azota nakletmeden
once — 40 C°’ye kadar donmuslardir. Ug degisik soguktan koruyucu
DMSO, glycerol, ethylene glycol kullanan Smorag ve arkadaslart (15)
embriyolari igeren Dulbecco vasatini 0 C° de 5-10 dakika tuttuktan
sonra — 6 C*deki su banyosuna gegmisler, 3 dakika bu 1sida tutulan
test tiiplerinde kristalizasyonu gergeklestirmislerdir. Embriyolart — 6
C®den — 40 C°’ye kadar 0.3 C°/ dakikada dondurmus, — 40 C°’de
30 dakika tutulan embriyolart hemen sivi azota sokmuglardir. 12 saatle
bir kag ay sivi azotta korunan embriyolart 45 C°/ dakikada ¢ozdiir-
mislerdir. Soguktan koruyucular 3 asamada embriyolanin iginde bu-
lundugu vasattan uzaklastirmislardir. Fare embriyolarinin glycerolde
dondurulmalarindan sonra 9 88’inin in vitro blastosiist asamasina
kadar gelistigini bildirmislerdir.

Bir disiden diger bir disiye embriyo transferi her gegen giin Vete-
riner Hekimlikte daha da yayginlasmaktadir. Non-sirurjikal yontem-
lerin gelistirilmesi ile genetik yonden siiper hayvanlardan daha kolay
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yararlanmak ve llkelerin hayvan populasyonlarina ¢ok verimli irklari
saghkli ortamlarda sokmay istemeleri nedeniyle embriyo transferi bir
alternatif ve hatta gereksinim olarak belirmektedir.

Embriyo transferi ¢alismalarimin bir boliimii olan embriyolarin
dondurularak saklanmalarinin da pek ¢ok olumlu ydnleri vardir. Don-
duruimus embriyolarin sun’i tohumlama uygulanir gibi yayginlagsmasi,
embriyolarin donorlarda her hangi bir enfeksiyonun olup olmadiginin
kontrolu siiresince karantinada tutulmasi, donmus embriyolarin uzun
mesafelere ve 1ssiz koselere gonderilmesi, embriyo bankalarimin olus-
turulmasi ve transfere hazir embriyolar ile tastyicilarin endometrial
gelisimi arasindaki uyumun kolayhkla saglanmast bu &zelliklerden
olarak sayilabilirler.

Bu ¢alisma evcil hayvanlarda yapilacak yukarda saydigimiz calis-
malara baz olusturmak amaciyla ele alinmis ve farc embriyolarinin
dondurulmalart gergeklestirilmistir.

Materyal-Metot

C57B1/6J 00oxCBA/Ca oo.mn 8 haftabk F! hibrid diglerine
(13 adet) 5 L.U. Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG, In-
tervet, Folligon) intraperitoneal verilmesinden 48 saat sonra 5 LU.
Human Chrionic Gonadotrophin (HCG, Intervet, Chorulon) intra-
peritoneal enjekte edilerek siiperovulasyon olusturuldu (2, 13,20,21).

Hormonlarla uyarilan disiler son enjeksiyondan hemen sonra her
erkege bir disi olacak tarzda erkeklerle (CFLP) ayni kafeslere kondu-
lar. Erkeklerle bir gece bir arada tutulan disilerden ertesi giiniin sabahi
vaginal tipalar1 olanlar olmayanlarda aynrldilar (2,13,14,21).

Embriyolar 8 hiicreli b6liinme asamasina geldiginde yani gebeligin
ikinci glinii sonunda cervical dislokasyonla 6ldiirilen farelerin oviduct-
lar1, uteruslarimin anterior dilimleri iginde 50-70 ul PBL (Modifiye
Dulbecco’s phosphate buffered medium) -'- 4 mg. / ml BSA (Bovine
Serum Albumin) + 0.3 mg/ ml Hyaluronidase olan petri kutularina
alindilar. Ozel igneler yardimiyla igersi yikanan oviductlardan vasata
dokiilen embriyolar (320 embriyo) pipet yardimiyla toplanarak 6 iri
damla PBI -+ 4 mg/ml BSA vasatindan gegirilerek yikandilar (2,13).

Dondurma islemine gegmeden 6nce embriyolar oda 1sisinda iger-
sinde artan oranlarda Dimethyl sulfoxide (DMSO, Fisonas Scientific
Apparatus Loughborough Leics.) olan 6 iri damla (0.25 M, 0.5 M,
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0.75M, 1.0 M, 1.25 M) PBI + 4 mg/ ml BSA vasatlarindan belirli
sirelerle (10 dakika) gegirilerek sonugta 1.5 M DMSO igeren PBI va-
satlarina alindilar (9,12).

Daha sonra embriyolar 15-20’hik gruplar halinde 0.2 ml 1.5 M
DMSO’lu final vasatlar igersinde tlplere kondu. Pyrex test tiiplerinde
(Durobax test tubes rimless 2x1 / 4) donduruldular. Tiiplerin agizlar:
alevde kapatilip dondurma cihazinin sogutma kabinine yerlestirildiler.

Bu calismalar siirerken elektronik, programlanabilir dondurma
cihazi Planer R202/ 101R galistirnillip sogutma kabini -3- — 4 C dere-
ceye kadar sogutulmustur (Sekil 2).

Embriyolar1 igeren tiiplerin sogutma kabinine konulmasindan
sonra donma hiz1 0.1 C°/ dakika olarak ayarlanan cihazin kabin so-
gukluk gostergesi — 6 C dereceyi gosterdiginde sofutma kabininden
¢ikarilan tiiplerin boyun kistmlarimin hemen altindan vasatin sinirina
yakin bir yerden daha 6nce sivi azotta tutulan &zel buz kristalleri
olusturma (seeding) pensi ile kristaller sekillendirildi (3,6,9). Tekrar
sogutma kabinine yerlestirilen tiiplerin — 33 C dereceye kadar 0.3
C° [/ dakikada donmasi beklendi. Kabin sogukluk gostergesinin — 33
C dereceyi gostermesinden sonra sogutma kabininden ¢ikarilan tiipler
bir termos iginde cihazin yaminda bekletilen sivi azota hemen sokul-
dular (3, 9, I5).

Donma isleminin tamamlanmasindan sonra konteynerlerde 72
saat bekletilen embriyolari iceren tiipler konteynerleden alinarak
+ 25 — —+ 30 C derecedeki su banyosuna sokulup hafif hafif ¢alkalan-
dilar. Tiplerdeki vasatin erimesinden sonra bir pipet yardimiyla top-
lanan embriyolar dondurma oncesi soguktan koruyucunun vasata ila-
vesinde kullanilan sistemin ters yonde uygulanmasiyla ve yine her asa-
mada 10’ar dakika bekliyerek 60 dakika sonunda PBI -I- 4 mg/ ml
BSA vasatina alindilar (3).

Dondurma islemi uygulanmig bir iri damla PBI igindeki bu embri-
yolar parafinle kapatiip 37 C derecedeki 9, 5’lik CO2 ortamma yer-
lestirilip zona pellucidalarinin agilmaga basladidr (hatching) giine
kadar kontrol altinda tutuldular (3,13,18).

Bulgular

Sekiz hiicreli embriyolarla yap'lan galisma sonunda 13 adet disi
fareden elde edilen 320 embriyonun oda 1sisinda ilave edilen soguktan
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koruyucu 1.5 M DMSO ile ilk dnce — 6 C dereceye kadar 0.1 C°/
dakikada ve — 6 C derecede buz kristallerinin olusturulmasindan sonra
— 33 C dereceye kadar 0.3 C°/ dakikada, kabin sogukluk gostcrgesi-
nin bu dereceyi gostermesinden sonra da hemen siv1 azota sokulmuslar-
dir, 3 giin siireyle — 196 C derecede saklandiktan sonra 275-500 C”/
dakikada ¢ézdiiriilen 320 adet embriyo 50-70 ul PBl 4- 4 mg/ ml BSA
da 37 C derecedeki % 5’lik CO2 li ortamlarda zona pellucidalarinin
acildign 4.5 - 5. giine kadar kontrol altinda tutuldular. 320 embriyo-
dan 240 adedi (% 75) nin gelismelerine devam ettikleri gdzlenmistir.

Tartisma ve Sonug

Dondurmanin amact hiicrenin metabolik aktivitesini sifira veya
buna yakin en alt diizeye indirmek ve boylece hiicrenin viabilitesini
korumaktir. Ancak yiiksek oranda canli embriyo elde edilmesinde
hiicrenin biiylikliigii, hiicre permeabilitesi, dondurma ve ¢dzilme
hizlar, soguktan koruyucunun se¢imi ve son depolama sekli gibi pek
¢ok faktor énemli rol oynarlar.

ilk defa glycerol’iin spermatazoonu sogugun zararlt etkisinden
koruma Ozelligi saptandiktan sonra DMSO, ethylene glycol, sucrose,
polyvinyl pyrrolidon gibi koruyucu &zelligi olan bir gok madde bulun-
mus ve kullanilmistir.

Embriyolarin donduruimasinda kullamilan soguktan koruyucular
hiicrenin igine girebilirler ve embriyonun korunmast igin hiicrenin
icine girmesi istenen miktar uygulama siiresi ve dondurma oncesi orta-
min 1sis1 ile diizenlenmektedir. Bu ¢ok dnemli iki faktor disinda gelis-
melerinin gesitli asamalarinda ki degisik tiir embriyolarin permeabilite
karakteristiklerinde gosterdikleri farkhiliklarin bu olguda etkisi var-
dir (3).

Fare embriyolariun dondurulmalarinda Whittingham (16) 94
7.5 luk polyvinyl pyrrolidon daha sonraki ¢ahismalarinda ise 1.5 M
DMSO kullanmustir (17,19,21,22). Miyamoto-Ishibashi (10) fare emb-
riyolariin  dondurulmasinda iki degisik 1.2 M DMSO ve 1.2 M
ethylene glycol soguktan koruyucu kullanmislardir.

Vasattaki soguktan koruyucunun istenen konsantrasyonda ol-
masin1 da baz arastinicilar 2 asamada 10 dakika siirelerle (17) saglar-
larken bazi arastiricilar ise 3 asamada 5 dakika (22) veya 10 dakika
(19,20) siirelerle bazilar1 da 6 asamada 5 dakika siirelerle (9) tamam-
lamiglardir.
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Calismamizda katki maddelerinin daha etkili bir sekilde islevini
gormesi i¢in diger arastiricilardan daha farkl olarak 1.5 M DMSOe 6
asamada ulasilmis, embriyolarin daha az zarar gorebilecegi diisiince-
siyle de 6 asamada uzaklastinlmistir. Degisik konsantrasyonlarda bu
DMSO karisimlarindaki embriyolar 10 ar dakika siireyle tutulmuglar-
drr.

Uygun olan soguktan koruyucularin se¢imi disinda daha once de
ifade edildigi gibi memeli embriyolarinin diigiik 1sida saklanmasinda
rol oynayan iki ¢ok dnemli faktor de embriyolarin dondurulmalar: ve
¢Ozdiiriilmeleri esnasinda uygulanan isilarin hizlaridir. Farkli hiicre
tiplerinin dondurulma hizina gésterdikleri tepki ve etkilenmeleri gesitli
arastiricilar tarafindan ortaya konmustur (1,4,5,8). Fare embriyolari
igin secilen 181 hizlarn gergekte Mazur (8) tarafindan deniz kirpisi yu-
murtalari igin hazirlanan hesaplamalara dayandirilmistir. Bu hesapla-
malarda embriyolarin 1 C°/dakika ve daha yukari da dondurulduk-
larinda hiicre igi buzun olusacag belirtilmisse de fare embriyolan 2 C° /
dakikada dondurulduklarinda yasayabilmislerdir. Whittingham, D.G.
(17) ¢alismasmda embriyolart 0 C”’den — 80 C dereceye kadar 0.40
+ 0.07 C°/ dakikada dondurmus daha sonra tiipleri hemen sivi azota
sokmustur. Schneider ve ark. (14) — 4 C derecede buz kristalleri olus-
turulmasindan sonra — 74 C dereceye kadar 0.2 C°/ dakika ve 1.0
C*/dakika arasinda, Whittingham, D.G. (19,20) 6rnekleri — 10 —
— 65 C° arasinda 0.25 C°/dakika ve 0.58 C°/dakika arasinda,
Miyamoto-Ishibashi (10) embriyolar1 — 79 C° dereceye kadar 0.5
C*/ dakikada — 79 C dereceden 120 C dereceye kadar 0.3 C° / dakika
ile 0.5 C* dakikada, yine Whittingham ve ark. (22) da 8 blastomerli
fare embriyolarint — 10 ile — 80 C derece arasinda 0.3 C°/ dakika
ve 0.6 C°/dakika arasinda dondurmuslar, istenen derecelere erisildik-
ten hemen sonra sivi azota sokmus, saklamislardir. Smorag ve ark.
(15) embriyolart — 6 C dereceden — 40 C dereceye kadar 0.3 C°/
dakikada dondurmuslar bu asamada 30 dakika bekledikten sonra
embriyolar sivi azota sokmuslardir. Michaels ve arkadaslari (9) embri-
yolarin iginde bulunduklar: payetlerde -- 6 C derecede buz kristalleri
olusturduktan sonra — 32 C dereceye kadar 0.3 C°/ dakikada don-
durmus sonra da hemen sivi azota nakletmislerdir.

Géziilme icin Whittingham ve arkadaslan (21) — 65 C derece ve
— 10 C derece arasinda farkli mzlarda ¢6ziilmenin embriyolar tizerine
etkisini arastrmislardir. Schneider ve arkadaslan (17) ¢6ziilmeyi da-
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kikada 5 - 15 C derece veya siiratli 360 C* / dakika olacak tarzda uy-
gulamislardurr.

Fare embriyolari ile yapilan ilk galismalarda 8 blastomerli embriyo
(21) ve blastosiistlerin (28,29) 1 - 10 C derece arasinda donduruldukla-
rinda hizli ¢éziilme (360-450 C° / dakika) canlt kalabilecekleri ortaya
konmustur. Bunun disinda inek blastosdstlerinin ilk basarili korunmast
yavas dondurma (0.22 C°/ dakika) ve hizli ¢oziilme (360 C°/ dakika)
ile saglamistir ancak canlt kalma orant oldukga diisiik bulunmustur
(< 9% 10) (30). Bu nedenle hizli ¢éziilmenin embriyolarin canh kalma-
lar) tizerine etkisinin, dondurma hiz1 ne olursa olsun, 6ldiriicii oldu-
guna inanilmistir. Yapilan son ¢alismalarda uygulanan yeni yontem-
lerle koyun ve inek embriyolarinin — 30 C° ve — 45 C derecede don-
durmay: durdurup hemen sivi azota sokulmadan once 0.3 C°/ daki-
kada yavas dondurma ve hizhi ¢6zilme (360 C°/dakika) sonu canh
kalabilecekleri gosterilmistir (12,23,25,26).

Calismamizda da embriyolarin bulundugu tiipler yavas dondu-
rulmus (0.3 C°/ dakika), — 6 C derecede kristalizasyon uygulanmis,
— 33 C dereceye ulasildifinda da direk olarak sivi azota sokulmus
daha sonra 25-30 C derecedeki su banyosu kullanilarak hizli ¢oziilme
saglannistir. Literattr verilerin dogrultusunda dondurulup ¢6zdiriilen
ve in vitro gelismelerinin daha ileri asamalari izlenen embriyolardan
(320 adet) 240 (9 75) adedinin 24-48 saat sonra kiiltlirde blastoslist
asamasma kadar geldikleri saptanmustir. Schneider ve arkadaslarn (14)
fare embriyolari ile yaptiklari ¢alismada 8 blastomerli embriyolarin
dondurulup ¢dzdirilmeleri sonu % 54.2 sini morfolojik agidan nor-
mal bulmuglardir. Bu oran Whittingham, D.G. (17) i¢in 9, 86, Whit-
tingham ve arkadaslan (22) %, 88, Whittingham, D.G. (19) 9, 74.6,
Williams, T. J., Johnson, S.E. (27) % 84 diir. Gérildigi gibi elde ettigi-
miz canh kalabilme orani1 Schneider ve arkadaslarinin (14) ve Whit-
tingham, D.G. (19) bulduklarindan daha yiiksek diger arastiricilarin
(17,22,27) saptadiklarindan biraz disiiktir. Sonug olarak daha Once
de vurguladigimiz gibi maksimum viabilitenin sekillenmesinde don-
durma ¢oziilme hizlarn, soguktan koruyucularin se¢imi, vasata katil-
malari, son depolama bigimi gibi pek ¢ok faktor etkilidir. Bu nedenle
konu daha ileri ve daha detayl arastirmalara agiktir.
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Sekil 1. Dondurma ¢oziime oncest 3 hicreli fare embrivolar.

'« 8-cell mouse embryos before freczing and thawing.

Sekil 2. Mini dondurucu Flaner R262/ 10IR.
Mini ferczer Planer R202/ 101R. :
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Sekil 3. —6 C*° de buz kristallerinin olusturulmas.
Ice induction (seeding) at — 6 C°.

Sekil 4. Coziilme sonrast morulae’lar.
Morulaes after thawing.
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